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論文内容要旨
 ゾウリムシPαrα耽ec脇πcαμd碗μmの接合(受精)能力は,接合後約50回分裂して初
 めて出現する。しかも出現時期は,単に時間経過によるのではなくて,分裂回数に依存している
 ことがわかっている(Miwa1970,Takagi1970)。この分裂回数に依存した接合能力
 の出現時期が,どの様な機構によって決定されているのかを解析する為に,野生株よりも接合能
 力の出現時期が早い,すなわち早熟(Earlymature;E㎞と略す)な突然変異株を,細胞
 をニト・ソグアニジソ処理することによって得た。ニト・ソグアニジノ処理した細胞中から早熟
 株を選び出す方法としては,細胞質遺伝するエリス・マイシン抵抗性(ERと略す)株を利用し
 た。Em株をスクリーニングによって得た例は,他になく,今後接合能力出現時期の決定機構の
 解析に大いに貢献することが期待される。
 用いた材料はゾウリムシPαrα肥。臨肌σαμdα紐m・syngen3の接合型VとMの細胞℃
の
 培養方法はHiwatashi(1968)に従った。培養は25Cにて行なった。
 。エリス・マイシン抵抗株の分離
 dkk14a接合型Vの細胞を2肌g/玩4エリス・マイシン処理を数回繰り返すことによって,
 エリス・マイシン抵坑株(ER)を得た。野生型である感受性株(ES)では0.257πg/玩4のエ
 リス・マイシンによって,ほぼ完全に細胞分裂は阻害される。
 。エリスロマイシン抵抗性の遺伝
 エリス・マイシン処理によって得たER株をES株にかけあわせることによって,ERの形質が
 細胞質遺伝することが明らかになった。なお伊の形質はエリス・マイシンを含まない培養液中
 でERの細胞を70回分裂させても失なわれなかった。又接合中に多量の細胞質が交換される
 ことは少なく,従って接合前ERであった細胞がESに変わることは稀であることがわかった。
 。ERを用いた早熟突然変異株の分離
 dkk7a(M,ES)の細胞をニト・ソグアニジソ20μg/瑠で20分処理する。その後2
 ～3回分裂させ定常期に入った所℃dkk14a(V,ER)の細胞を混ぜて両者の間で接合を
 行なわす。接合後,2肌g/勉4のエリス・マイシノで7日間処理して,dkk7a由来のESの細
 胞を全て除く。従ってここで生き残っている細胞は全てdkk14a由来の細胞である。その中に
 は接合を終えて未熟になった細胞と,接合せずにVのままの細胞と,そして接合型Mを現わして
 いる。早熟突然変異の細胞が含まれているはずである。その内,Mを表わしている早熟の細胞を
 取り出すのには,Vの細胞を多量に加えて,接合対を作らせ,この接合対を拾うことによってM
 の細胞を選択的に取り出した。
 。早熟形質の遺伝
 一章記のスクリーニングによって早熟株と思われる株をいくつか得た。そのうちE劃一2とEm卜3の2
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 つの株について,かけあわせを行なった所,これらが突然変異株であることが確かめられた。す
 なわち,Bη1-2(U)をdkk14a(V)にかけあわせたFエではE耽:wLld=3:4で,F1の
 うち早熟の形質を示した接合型通の株をdkk14a愈)に戻し交雑〔Backcross)した所lDη:
 wild=14:7,又F・の早熟株のうち,接合型Vの株をdkk7a6π)に検定交雑(Testcro-
 ss)した所,E嬬wild二30:50と,それぞれ,のかけあわせに於て,早熟の形質が分離した。
 ここで早熟株とは接合後40回分裂以前に接合能力を現わした株を言う。
 Em麗一3株についても同様のかけあわせ実験を行なった。すなわちE吼W-3艇)をdkk14a
 (ぬにかけあわせた所lE肌:wild=3=9で1このF1のうちで早熟であったVをdkk7a碗)
 にTestcrossした所Eπと:wUd=29;30とほぼ191に分離し,1動IV-3がE肌に関して
 onegenemutantであることを強く示唆した。
 。}{omozygoteの分離
 次にEη・の遺伝子に関して,ホモな株を得る為に兄弟交雑(Siblingcross)を行なった。
 E肌1-2Testcrossの子孫間の交雑の結果E'π=wild=17:Z飾坪一3-Testcross
 の子孫間の交雑ではE規:、viid=28:5と両方の交雑に於て,E配:wildの比がほぼ3:1に
 なった。叉Slblingcrossの子孫中には,接合後20回分裂目で既に接合能力を有している
 株がみられた。これらの株は,おそらくE肌に関してホモな株であろうと思われる。すなわち,E〃1
 に関してホモな株の方がヘテ・な株よりも,より早い時期に接合能力が現われるらしい。
 。早熟株に於ける接合型転換の開始時期
 接合型珊の株では,接合後100回分裂前後に於て,接合型が転換する。すなわちVを表わす
 細胞が生じてくる(Myo赴araand伍watashi1975)o
 この接合型転換の開始時期が,早熟株ではどうなるかを調べた所,TestCrossの子孫では80
 回分裂目で50%以上の株が接合型転換を起こし,SibIlng.crossでは,70回分裂目で50
 %以上の株で接合型転換が起った。この事は早熟株に於ては,接合型転換の時期も早まることを
 示しているo
 MiwaetaL(1975)は,未熟期の細胞の細胞質を,成熟した細胞に微量注射すると,注
 射された細胞の接合能力が以後最高20分裂の間,失なわれることを見いだし,未熟期の細胞質
 には接合能力を失なわせる物質が存在することを示した。この物質を未熟物質と呼ぶ。
 今回得られた,早熟株はおそらく,この未熟物質を生産しない,あるいは生産量が少ない突然変
 異体と思われる。それは,今後微量注射法を用いて確かめられるであろう。
 叉今函更に多くの早熟株を得,相互間で交雑を行なうことによって,未熟期の長さを決定す
 るのに,どれだけの遺伝子が1礪与しているのかが明らかになるだろう。
 この様な遺伝的解析と共に,未熟物質の生化学的な分析が進めば1分裂回数に依存した遺伝子
 発現という,生物学上重要な問題の解明に大いに貢献すると期待される。
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 論文審査の結果の要旨
 原生動物のゾウリムシの有性生殖能力をもたない「未熟期」は,接合後の分裂回数によって決
 定されており,通常の環境の変化によっては影響を受けない。
 この研究は未熟期がどのよう・に遺伝的に制御されているかを知るための手段として,早熟な
 突然変異体を誘導することを試みたものである。
 先ず,早熟突然変異だけを多数の細胞集団からスクリーニノグする方法として,細胞質遺伝を
 するエリス・マイシン抵抗性株を利用する新しい選抜法を開発した。
 この方法によって,ニト・ソグアニジノ処理細胞をスクリーニングすることにより多数の早熟
 突然変異体と考えられるものを得ることに成功」その中の2株について,交雑実験により遺伝
 的解析を行なった。その結果これらの早熟突然変異は不完全優性の形質を示し,優性ホモと思わ
 れるものは,ヘテ・のものよりもより早熟であることが判明した。
 また早熟突然変異椥ま,接合能力の発現だけでなく,その後におこる接合型転換の現象も早ま
 ることを明らかにした。
 以上は自.立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を有することを示すものであ
 り,よって茗原宏爾提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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